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Viren im Kldrschlamm: Epidemiologische Gegebenheiten
und praktische Bedingungen fiir eine effektive Hygienisierung

G. Siegl

Viren sind als Krankheitserreger beim Menschen, beim Tier und im Pflanzen-
reich bekannt. Sie bestehen im wesentlichen aus einem Genom aus DNS oder RNS,
das von Schutzstrukturen aus Proteinen, Glykoproteinen und gelegentlich Lipiden
umgeben ist. Da sie keinen eigenen Stoffwechsel besitzen, sind sie fiir ihre Vermeh-
nung auf die Hilfe einer lebenden Zelle angewiesen. Im Klarschlamm sind Viren des-
halb in der Regel nur dann zu finden, wenn sie mit menschlichen und tierischen Ex-
krementen bzw. mit Pflanzenbestandteilen in das Abwasser gelangen. Sie reichern
sich in diesem Milieu nicht weiter an, sondern werden vielmehr verdiinnt und unter-
liegen einer Vielzahl virus-adsorbierender und -inaktivierender Vorginge.

1. Epidemiologische Uberlegungen

Die Art und die Menge der im Abwasser vorhandenen Viren ist ein Spiegel der
epidemiologischen und hygienischen Situation im Finzugsgebiet der Kanalisation. In
Mitteleuropa werden im Klédrschlamm deshalb vor allem menschenpathogene Viren
nachgewiesen. Viren von spezifisch veterindrmedizinischer Bedeutung gelangen mit
dem Kot kleiner Haustiere und gelegentlich mit dem Abwasser aus Schlachthofen in
die Kanalisation. Die wichtigsten bisher im Abwasser und Klirschlamm nachgewie-
senen Virusarten sind in der Tabelle 1 zusammengefasst. Bei den aufgefiihrten Ver-
tretern der Picornaviren, Reoviren, Parvoviren, Papovaviren, Adenoviren, Paramyxo-
viren und Coronaviren handelt es sich um Erreger, die in den Exkrementen infizier-
ter, aber nicht notwendigerweise auch erkrankter Menschen und Tiere in grosser Zahl
-im Einzelfall bis zu 10!! Partikel pro Gramm Stuhl — ausgeschieden werden. Viele
dieser Viren sind in der Schweiz endemisch. Sie kommen deshalb regelméssig im Ab-
wasser und Kliarschlamm vor, ihre Konzentration unterliegt jedoch jahreszeitlichen
Schwankungen. Andere — so z.B. das Hepatitis-A-Virus, die dem Norwalk-Agens ver-
wandten Viren oder die Wildtypen der Polioviren werden nachweislich durch den
Reiseverkehr aus Endemiegebieten importiert. Die so eingeschleppten Polioviren
treffen dabei auf eine Bevolkerung, die als Ergebnis der allgemeinen Schutzimpfung
nallen Altersgruppen weitgehend unempfindlich fiir eine Infektion ist. V6llig anders
liegen dagegen die Verhiltnisse bei der Hepatitis A. Hier haben serologische Studien
gezeigt (Frosner et al., 1974; Siegl, 1979), dass gerade jene Altersgruppen, die beson-
ders reiseaktiv sind, in zunehmendem Masse keine Antikorper mehr gegen das Hepa-
liis-A-Virus aufweisen. Angehorige dieser Bevolkerungsgruppe kénnen sich daher
bei Reisen in Endemiegebiete der Hepatitis A — und diese beginnen bereits im Mittel-
meerraum — leicht mit dem Virus infizieren. Der weitere Verlauf der Infektion begiin-
stigt anschliessend die Einschleppung des Virus, denn die Hepatitis A weist mit 2—4
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Tabelle 1: Relative Haufigkeit des Nachweises verschiedener Viren im Oberflaichenwasser,
Abwasser und Klarschlamm

Virus Oberflichenwasser Abwasser und Klirschlamm
Picornaviren

Polioviren® : + + +++

Coxsackie-Viren *t b

Orphan-Viren +++ +++

Hepatitis-A-Virus ++ ()
Reoviren +

Rotaviren (+) ++
Parvoviren (+) +

Norwalk-Agens + +
Papovaviren (+) +
Adenoviren + ++
Paramyxoviren

Parainfluenzaviren (+) it
Coronaviren ' - +

3 attenuierte Staimme und Wildtypen

Wochen eine relativ lange Inkubationszeit auf und das Virus wird in grossen Mengen
bereits bis zu 10 Tage vor dem Auftreten der klinischen Erkrankung im Stuhl ausge
schieden. Wieweit die sich heute abzeichnende Moglichkeit einer Schutzimpfung der
Einschleppung des Hepatitis-A-Virus in der Zukunft entgegenwirken kann, ist im
Augenblick noch nicht abzusehen.

Bei der Diskussion der Verbreitung viraler Infektionen iiber das Abwasser und
den Klédrschlamm muss schliesslich den Rotaviren und den Parvoviren besondere Be-
achtung geschenkt werden. Nach den Angaben verschiedener Autoren sind Rotz
viren beim Menschen weltweit fiir annidhernd 50% aller im Kindesalter auftretenden
und zum Teil schwer verlaufenden Diarrhoen verantwortlich (Ward und Ashle,
1980). Dem Rotavirus des Menschen serologisch sehr nahe verwandte Viren sind
auch bei verschiedenen Tierarten, u.a. beim Kalb und beim Schwein als Erreger von
Durchfallserkrankungen nachgewiesen worden. Infektionen verschiedener Spezies
durch ein und dasselbe Virus sind nach den bisher verfiigbaren Erkenntnissen zumir-
dest sehr wahrscheinlich. Zudem sind Rotaviren durch ihre Genomstruktur (Sato ¢
al,, 1982; Schroeder et al, 1982) wie die Influenzaviren zur Bildung neuer Variane
priadestiniert. Die Bildung derartiger Varianten liess sich mit Hilfe der Methoden de
Molekularbiologie bereits beobachten. Es scheint deshalb nur eine Frage der Zeitn
sein, bis Rotaviren mit einem neuen Wirtsspektrum und neuen Pathogenititsmerk
malen aufgefunden werden.

Eine beachtenswerte genetische Variabilitit ist schliesslich auch den Parvovirei
eigen. Das beste Beispiel hierfiir ist die Ausweitung des Wirtsspektrums des Virus de
felinen Panleukopenie (des Erregers der Katzenseuche) auf den Hund. Die neue, of
fensichtlich in der Zeit um 1977 entstandene Virusvariante (Tratschin et al., 1982), d
heute als Hundeparvovirus bezeichnet wird, manifestierte sich innerhalb kiirzeste!
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Z¢it in den Hundepopulationen auf allen Kontinenten und fithrte zumindest wih-
end der ersten Phase ihrer Ausbreitung zu betrichtlichen Verlusten in Zuchtbetrie-
ben. Das Hundeparvovirus ist mit Sicherheit im Abwasser und Klarschlamm zu fin-
den. Eine erneute Erweiterung seines Wirtsspektrums auf bisher nicht betroffene
Tierarten oder gar auf den Menschen ist nicht auszuschliessen. Daneben sind Parvo-
viren bekannt, die sich sowohl in Zellen menschlicher Herkunft als auch in den Zel-
len verschiedener Tierarten vermehren konnen (Siegl/, 1976). Es ist deshalb sicher an-
gezeigt, Parvoviren mit ihrer bekannten Resistenz gegen Umwelteinfliisse in die Dis-
kussion der durch Abwasser und Klarschlamm verbreiteten viralen Krankheitserre-
ger einzubeziehen.

2. Struktur, Stabilitit und Inaktivierung der Viren

Das Schicksal der mit den Exkrementen an das Abwasser und schliesslich iiber
den Klarschlamm an die Umgebung abgegebenen Viren ist in der Vergangenheit wie-
derholt und eingehend untersucht worden (siehe Beitrag D. Strauch). In der Regel be-
schrinken sich diese Analysen jedoch notgedrungen auf leicht ziichtbare Viren, so
..B. auf die bekannten Vertreter der Picornaviren, die Reoviren und die Adenoviren.
Das Hepatitis-A-Virus, Parvoviren und parvovirus-dhnliche Erreger und nicht zuletzt
auch die Rotaviren blieben dagegen wegen der Schwierigkeiten, die ihr Nachweis aus
Abwasser und Klarschlamm bietet, bisher weitgehend unberiicksichtigt. Es sind aber
gerade diese Viren, die sich durch eine ausserordentliche Stabilitidt auszeichnen und
die daher hohe Anforderungen an die Verfahren zur Hygienisierung des Klirschlam-
mes stellen.

Nach den bisher vorliegenden Beobachtungen (Subrahmanyan, 1977) schwankt
die Konzentration der in der Tabelle 1 aufgefithrten Viren im rohen Abwasser zwi-
schen 100 und 1000 gewebekulturinfektiosen Einheiten pro ml. Im Laufe der Auf-
arbeitung des Abwassers nimmt diese Konzentration entsprechend der charakteristi-
schen Stabilitit der einzelnen Virusarten ab, so dass je nach Virus und je nach Be-
handlung im Kldrschlamm noch zwischen 0 und 90% der urspriinglich vorhandenen
infektiosen Einheiten nachgewiesen werden konnen. Die Stabilitit eines Virus wird
dabei im wesentlichen von seiner chemischen Zusammensetzung und von seiner
Struktur bestimmt. So besitzen von den in Tabelle 1 erwihnten Viren lediglich die
Paramyxoviren und die Coronaviren eine Lipidhiille. Bei allen anderen handelt es
sich um Partikel mit einem Proteinkapsid, das mit Ausnahmen einiger hier nicht er-
wihnter Genera der Picornaviren iiber den Bereich von pH 3 bis pH 9 stabil ist.
Diese Viren sind relativ resistent gegeniiber der Einwirkung von Temperaturen
>20 °C. Mit Ausnahme des Hepatitis-A-Virus und der Parvoviren werden sie in ver-
dinnten Pufferlosungen jedoch durch Erhitzen auf 56 °C wihrend 30 min inaktiviert.
Faktoren, die diese Inaktivierung in ihrem Ablauf beschleunigen oder verzogern kon-
nen, sind ein von den physiologischen Verhiltnissen abweichender pH-Wert sowie
dic Anwesenheit von Salzen, Detergenzien, und nicht zuletzt von Schutzkolloiden.
Die Wirkung einiger dieser Faktoren lasst sich am Beispiel der Hitzeinaktivierung des
Poliovirus und des Hepatitis-A-Virus verdeutlichen.
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Tabelle 2: Vergleich der Hitzestabilitdt des Poliovirus (Typ 2) mit der des Hepatitis-A-Virus

Inkubation Poliovirus Hepatitis-A-Virus
H,0 +1MMgCl, H,O + 1 M Mg(l,
Zimmertemperatur 6 X 108 6% 108 4% 103 6 % 10°
60 °C, 10 min <10 6 x 104 2% 10° 1x10°
65 °C, 10 min <10 6 % 10? 2% 104 4 x 10°
80 °C, 10 min n.d.» 5% 10! 2% 10 2 X 104

» Gewebekultur — infektidse Einheiten pro ml
® nicht durchgefiihrt
(nach Siegl et al.,, 1983, unveroffentlicht)

In einer verdiinnten Pufferlésung (10 mM Tris/HCI, pH 7,2) beginnt der Zerfall
der Polioviruspartikel bereits als Folge einer Inkubation wihrend 10 min bei Tempe-
raturen zwischen 40 und 50 °C (Breindl, 1971). Wird das Virus fiir die gleiche Zeit-
spanne bei 56 °C bzw. 60 °C inkubiert, so ist keine Infektiositdt mehr nachweisbar
(Tabelle 2). Unter den gleichen Versuchsbedingungen behilt das Hepatitis-A-Virus
jedoch seine volle biologische Aktivitdt und selbst nach 10 min bei 80 °C sind noch
Spuren seiner Infektiositit nachweisbar. Durch Zugabe von Magnesiumchlorid bis zu
einer Konzentration von 1 M in der Inkubationslosung lasst sich die Temperaturresi
stenz beider Viren drastisch steigern. Vom Poliovirus sind bei 60 °C unter diesen
Verhiltnissen noch 0,01% und selbst nach Inkubation bei 80 °C noch Spuren der In-
fektiositiat nachweisbar. Beim Hepatitis-A-Virus bleiben nach Erhitzen auf 80 °Cim-
merhin noch 10% der Infektiositit erhalten. Die ausserordentliche Stabilitit des He
patitis-A-Virus dussert sich auch dadurch, dass in einigen Versuchen selbst eine Be
handlung von mehr als 12 Stunden bei 60 °C nicht ausreichte, um das Virus vollstin-
dig zu inaktivieren (Scheid R. und Deinhardt F., unverdffentlicht). Eine vergleichbare
Stabilitat ist fiir die Parvoviren charakteristisch. Hier haben Versuche ergeben, dass
Wildstdmme dieser Viren erst durch Inkubation bei 80 °C wihrend 10 min inakii
viert werden konnen (Siegl, 1976). Wie schwierig es ist, von den unter kontrollierten
Laborbedingungen durchgefithrten Inaktivierungsversuchen Riickschliisse auf die
tatsichliche Inaktivierung der Viren unter den Bedingungen der Abwasser- und Klér
schlammaufbereitung zu ziehen, zeigen die Untersuchungen von Ward und Ashle
(1978). Diese Autoren untersuchten den Verlauf der thermischen Inaktivierung ver
schiedener Picornaviren und des Reovirus in Klarschlammproben mit unterschiedl-
chem Feststoff-Gehalt. Dabei zeigte sich, dass z.B. das Poliovirus durch die Eindik
kung des Schlammes eine bemerkenswerte Stabilisierung erfahren kann. Im Geger
satz dazu nahm die Resistenz des Reovirus mit zunehmender Konzentrierung des
Schlammes in signifikanter Weise ab. Weitere Untersuchungen ergaben schliesslich
dass fiir die Zunahme der Labilitit des Reovirus die mit der Eindickung des Schlanr
mes einhergehende Konzentrierung von Detergenzien verantwortlich war. Fir di
Stabilisierung der Picornaviren scheinen dagegen biologische «Faktoreny verantwort
lich zu sein, die sich durch Pasteurisierung des Schlammes inaktivieren lassen (Eiser
hardt et al., 1977). »
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Tabelle 3:  Inaktivierung von Viren im Klidrschlamm durch Gammastrahlen

Virus Dosis®

Hepatitis-A-Virus 1200 krad
Parvoviren 800 krad
Reoviren 550 krad
Enteroviren 425 krad
Poliovirus (Vakzine) 190 krad
Adenovirus 350 krad

9 Reduktion der Infektiositiat um 90%
(nach Epp und Metz, 1980; Stettmund von Brodorotti und Mahnel, 1980; Scheid und Deinhardt, un-

veroffentlicht)

Sowohl die Ergebnisse der Inaktivierungsversuche unter kontrollierten Laborbe-
dingungen, als auch die Resultate der mit Abwasser und Klarschlamm unter praxis-
niheren Verhiltnissen durchgefithrten Studien weisen darauf hin, dass am Ende der
Abwasser- und Klarschlammaufarbeitung infektionstiichtige Viren vorhanden sind,
die mit dem Kldrschlamm auf die Felder verbracht werden konnen. Der grosste Teil
dieser Viren ist dabei an die Feststoffe adsorbiert. Derbyshire und Brown (1978) konn-
ten zeigen, dass derartige adsorbierte Enteroviren fiir Schweine selbst 8 Tage nach
Ausbringung noch infektios sein kénnen. Grundsitzlich scheint die Dauer der Infek-
tiositdt der mit dem Klarschlamm auf die Felder verbrachten Viren von der Umge-
bungstemperatur, von der Luftfeuchtigkeit und von der Sonneneinstrahlung abzu-
héngen. So liessen sich infektitse Viren im Winter noch 180 Tage nach Ausbringung
nachweisen, wihrend die Nachweisbarkeit im Sommer auf 25 Tage beschrinkt war
(Eisenhardt et al., 1977; Lund, 1971). Viren sind, wie erwihnt, auch im adsorbierten
Zustand bei Ingestion infektids. Sie konnen aber in Abhéngigkeit des pH-Wertes des
Bodens (Subrahmanyan, 1977; Derbyshire und Brown, 1978) durch Regenwasser elu-
iert werden und finden sich dann im Oberflichenwasser.

3. Schlussfolgerungen

Die Frage, welche Viruskonzentration in dem zu Diingezwecken verwendeten
Klirschlamm unbedenklich ist bzw. welche Konzentration fiir Mensch und Tier ein
erhohtes Infektionsrisiko bedeutet, kann anhand der vorliegenden Befunde nicht ein-
deutig beantwortet werden. Wenn immer jedoch eine effektive Hygienisierung des
Klarschlammes angestrebt werden soll, darf sich die Planung nicht wie bisher in er-
ster Linie an der relativ geringen Stabilitit des Poliovirus orientieren, sondern muss
die Stabilitat des Hepatitis-A-Virus, moglicherweise sogar die Stabilitit der Parvovi-
ren in Betracht ziehen. Fiir die effektive Inaktivierung dieser Viren bieten sich in Er-
ganzung bestehender Verarbeitungsverfahren des Abwassers und des Klirschlammes
grundsitzlich drei Moglichkeiten an: Einmal eine Pasteurisierung des Schlammes bei
wenigstens 70 °C, weiterhin eine Verschiebung des pH-Wertes in den alkalischen Be-
reich (> pH 11) durch Zusatz von Ca(OH), und schliesslich noch die Inaktivierung
von Viren durch Bestrahlung mit Gammastrahlen. Die Ergebnisse von Bestrahlungs-
versuchen (Tabelle 3) zeigen jedoch, dass — vergleichbar den Verhéltnissen bei der
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Thermoinaktivierung — fiir eine erfolgreiche Vernichtung der Infektiositit des Hepa.
titis-A-Virus und der Parvoviren etwa die doppelte Strahlendosis notwendig ist, die
ansonsten ausreicht, um Reoviren bzw. die bekannten Picornaviren zu inaktivierep
(Epp und Metz, 1980; Stettmund von Brodorotti und Mahnel, 1980; Scheid R. und
Deinhardt F., unveroffentlicht).

Zusammenfassung

Am Beispiel der Polioviren, des Hepatitis-A-Virus, der Rotaviren und der Parvoviren werden
Faktoren aufgezeigt, die bei der Diskussion der Klarschlammhygienisierung zu beriicksichtigen
sind. Zu diesen Faktoren gehoren die epidemiologische Situation (Vorkommen der Viren, Immuni-
titslage der Bevolkerung, Schutzmoglichkeiten durch Vakzination, Variabilitit der Viren) und die
Stabilitit der ins Abwasser abgegebenen Viren gegeniiber Umwelteinfliissen. Ein Vergleich der
Thermostabilitit und der Resistenz von verschiedenen Viren gegeniiber Gammastrahlen unter-
stitzt die Feststellung, dass Verfahren zur Hygienisierung des Klarschlammes sich in Zukunft zu-
mindest an der Stabilitiat des Hepatitis-A-Virus orientieren miissen.

Résumé

Les facteurs qui doivent étre pris en considération dans ’hygiénisation des boues d’épuration
sont discutés en prenant comme exemples le Poliovirus, le virus de I’hépatite A, le Rotavirus et le
Parvovirus. Ces facteurs concernent entre autre la situation épidémiologique (présence des virus,
immunité de la population, possibilités de vaccination, diversité des virus) et la stabilité des virus
dans les eaux d’égouts vis-a-vis des influences de ’environnement. Une comparaison de la stabilité
thermique et de la résistance contre les rayons gamma de différents virus montre qu’a I’avenir, les
méthodes d’hygiénisation des boues d’épuration doivent étre adaptées aux conditions de stabilité
du virus de 'hépatite A.
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